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摘     要 
弓形虫主要抗原 SAG1（P30）基因的克隆，表达及生物活性研究 





定提供方便有效的检测手段。速殖子主要来源于感染后 72-74 h 获得的腹水，通过常
规方法制备和提纯弓形虫可溶性抗原，以抗原和福氏佐剂制备成完全和不完全福氏佐
剂通过脊柱两旁皮下多点免疫的途径免疫新西兰大白兔， 制备兔抗弓形体多克隆抗
体， 间接 ELISA 法检测血清中抗体的效价。结果兔抗弓形体抗体效价在 60,000 以上。 
根据已知的 SAG1 基因序列，设计引物，以弓形虫速殖子总 DNA 为模板，PCR 扩增
出 p30 基因，再将片段构建到原核表达载体 pGEX-6P-1 中，经抗性筛选，以及 PCR、
双酶切鉴定，挑选出阳性克隆子进行测序，结果表明成功构建了原核表达重组载体
pGEX-P30。将重组载体 pGEX-P30 转化宿主菌 BL21（DE3）中，用异丙基-β-D-半乳糖
（IPTG ）诱导表达目的蛋白。SDS-PAGE 分析表达的蛋白，结果发现在预期目的蛋白
大小约为 54 KD 处有特异的条带，用凝胶成像软件分析其表达量为 54.0%。
Western-blotting 结果显示，经 IPTG 诱导后的细菌产生的可溶与包涵体形式表达的
的融合蛋白均可与抗弓形虫的多克隆抗体特异结合。 




能否用来做检测试剂的可行性，我们用 P30 包被酶标版，用 ELISA 的方法检测感染组、
免疫阳性对照组和阴性对照组的小鼠的血清，结果显示感染组和阳性对照组的抗体滴
度明显大于阴性对照组。为了进一步证实，我们还用 Western 印迹法验证了 P30 抗原
和受弓形虫感染的小鼠的血清中抗体存在特异的反应。 
本实验用原核表达载体 pGEX-6P-1 高效表达了弓形虫速殖子表膜蛋白 P30，并证实
































 Study on the amplification cloning and high efficiency expression of the 
major surface antigen(P30) gene of Toxoplasma gondii RH strain and its 
bioactivity   
Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite with a relatively broad 
host range infecting both mammals and birds. In human, infection with T. gondii is 
generally asymptomatic but in pregnancy can result in congenital infection with severe 
sequelae or late onset eye disease and is a frequent cause of encephalitis in severely 
immune suppressed patients with AIDS . Toxoplasmosis is also a serious complication 
following organ transplantation 
The P30 protein is one of the major surface antigen of Toxoplasma gondii, is about 5% 
of the total protein. P30 play a important role in the infection and toxicity, the P30 also has 
a great immuneantigenicty and immunoprotection, therefore the P30 become the important 
target for studying on vaccine and immunodetection of Toxoplasma gondii . 
In order to obtain the antigen of Toxoplasma gondii and produce polyconal antibody 
with prepared antigen, so as to provide material and develop an effective method for 
immunoassay and immunological diagnoses of Toxoplasmasis. soluble antigens from an 
extract of tachyzoites of the Toxoplasma gondii RH-strain after inoculating with 
Toxoplasma gondii about 72-74h, then took the prepared antigen to immune the rabbit of 
New Zealand for producing high titer antibody to T. gondii, the determination of antibody 
titer by indirect ELISA. the concentration of antigen protein was over 7mg/mL， the value 
of the polyclonal antibodies was more than 60 000.  
We designed and synthesized the primer according to SAG1 sequence, then,a 
nucleotide of 861bp was obtained by PCR, the expression plasmid pGEX-P30 was 
constructed by inserting the sequence of coding region of p30 into pGEX-6P-1 vector. 
Recombinant expression plasmid pGEX-P30 was verified by restriction endornuclease 
analysis and, PCR and sequencing, the result was correct .The pGEX-P30 was transfered 














analyzed by SDS-PAGE , and the result indicated that 54KD protein was expressed 
particularly, the amount of expressed p30 is about 54.0% of total proteins. Using the 
western-blotting method, we found that both the  
Protein expressed in transformants and in the form of insoluble inclusion body can react 
with the polycolonal antibody of Toxoplasma gondii. 
  With the purified p30 protein as immune antigen, rats were immunized and the 
antibody to p30 was obtained. The titer of antibody was more than 1:12800 by ELISA 
detection. Then infected the immunized rats and control rats（unimmunized with P30）with 
Toxoplasma gondii，the immunized rats lived longer than control rats, p<0.05 , the 
difference is obviously. The result proved that the expressed p30 protein can induce the rats’ 
immune system and protect rats from Toxoplasma gondii. And then , we use the purified 
p30 protein as antigen to detect the antibody in serum of there groups rats, infected rats, 
immunized with P30 rats and normal rats, we found that the titer of antibody to P30 in 
serum of infected rats and immunized with P30 rats were much higher than that of normal 
rats. In order to prove the antigenicy of P30 we prepared, Western –blot analysis results 
also showed that the p30 protein can bind specifically with the antibody in the serum of 
infected rats and immunized rats. 
Conclusion, in this study, SAG1 gene of Toxoplasma gondii was successfully cloned 
and expressed in E.coli, the ELISA and western blot analysis showed that the expressed 
protein P30 had bioactivity. The experiment of rats shows that the purified P30 can be an 
effective vaccine against Toxoplasma gondii, and may be a available antigen in diagnosis of 
infection。 
Key words: Toxoplasma gondii； SAG1 gene；P30 expressed in E.coli；immunicity； 
protection.  






















较普遍。据血清学调查，人群抗体阳性率为 25％～50％，估计全球约有 10 亿人感染
弓形虫，绝大多数属隐性感染。我国在 1983-1986 年采用统一的 IFA 法调查了 19 个
省（市、区），36 个市，23 个地区（州），141 个县的 81968 人，平均阳性率为 5.16
％。弓形虫感染常与生活习惯、生活条件、接触猫科动物等因素有关。易感家畜有猪、
猫、牛、羊、犬、马、兔等；野生动物有猩猩、狼、狐狸、野猪等至少 32 种以上；





持续 10～20 天每天排放约 10000 万个卵囊；⑥滋养体、包囊和卵囊均具有较强的抵
抗力。滋养体在低温冷冻下可保持较长时间而不丧失活力；卵囊在室温下可活 3个月，
在潮湿的泥土中可存活 117 天，粪便中的卵囊在自然界常温常湿条件下可存活 1～1.5











































2） 包囊  圆形或椭圆形，直径 5-100 μm，具有一层富有弹性的坚韧囊壁。 
囊内含数个至数千个滋养体，囊内的滋养体称缓殖子，可不断增殖，其形态与速殖子
相似，但虫体较小，核稍偏后。包囊可长期在组织内生存。  
3）卵囊  圆形或椭圆形，大小为 10-12 μm，具两层光滑透明的囊壁，其内充满
均匀小颗粒。成熟卵囊内含 2个孢子囊，分别含有 4个新月形的子孢子。 
4）裂殖体  在猫科动物小肠绒毛上皮细胞内发育增殖，成熟的裂殖体为长椭圆


































同，通常吞食包囊后约 3～10 天就能排出卵囊，而吞食假包囊或卵囊后约需 19～48
























































































3.  弓形虫的诊断 
主要包括病原学和血清学检查[4] 























（1）染色试验（dye test，DT）  为经典血清学方法，具有良好的特异性、敏
感性和重复性。其原理是：活滋养体在有致活因子的参与下，与样本的特异性抗体作
用，使虫体表膜破坏而不为美蓝所染。镜检时 60％虫体不着色者为阳性，如测定滴度，




特异性抗体。该法可测同型及亚型抗体，其中检测 IgM 具有早期诊断价值。 
（4）酶联免疫吸附试验验  用于检测宿主的特异循环抗体和抗原，已有多种改
良法广泛用于早期急性感染和先天性弓形虫病的诊断。 
（5）免疫酶染色试验（IEST）  效果与 IFA 相似，用一般光学显微镜观察，便
于基层推广应用。 
近年来随着分子生物学技术的发展，具有敏感性高、特异性强和早期诊断价值的
PCR 和 DNA 探针技术开始试用于临床。 
4. 弓形虫表面抗原 p30 的研究进展 






弓形虫单克隆抗体，分别识别出四种分子量为 43、35、27 和 14KD 的膜抗原，因 35KD
和 14KD 的抗原对统一株单元克隆抗体有交叉反应，故认为而这有相似的抗原决定簇。
1983 年 Kasper 等[6]用 McAb B 等亲和层析技术分离出分子量为 30KD 的膜抗原（P30）。
该抗原约占虫体蛋白总量的 3%-5%，是急性期或恢复期血清抗体识别的主要抗原。 














首先报道了编码 P30 的基因序列，用弓形虫的多克隆抗体，从 RH 株速殖子λgt11cDNA
表达文库中分离出 P30cDNA 克隆。P30 基因是单一拷贝，没有内含子，在转录起始位
上游 70bp 起，有 5 个 27bp 组成的串联重复序列，并且这些重复序列构成了两条 DNA
链上的开放阅读框（open reading frame ORF）。P30 基因在速殖子内高效转录成
P30mRNA，Northern blot 分析显示，该 mRNA 序列全长约为 1500NT，预测的蛋白序列
为 319 氨基酸。P30cDNA 基因序列分析显示该基因系列有两个 ATG 构成起始密码子，
分别产生 47 个氨基酸和 30 个氨基酸的信号肽序列。虽然，一般认为第 2个 ATG 为初




固定在弓形虫膜表面。已知 SAG3 和 SAG1 为同源
[8]
， 近的研究表明 SAG2 可能为 SAG1
同一家族的基因[9]。SAG1、SAG2、SAG3 都具有一个暴露于外表、用于运转的 N-末端信
号肽，都具有一个疏水性的 C端，有糖基磷脂酰肌醇连接的分子被固定在弓形虫的表
面，SAG1 和 SAG2 是速殖子的主要特异性抗原。用表达序列标签（expressed sequence 
tag，EST）数据库搜索分析，发现速殖子表面有一个 SAG1 基因家族，所鉴定的 10 个
家族基因成员中，SAG1、SAG2、SAG3 相关序列(SAG relevant sequence，SRS)SRS1、
SRS2、SRS3 均在速殖子表面表达[10,11]。在 SAG2 相关基因家族中，SAG2B 基因编码的
蛋白也在速殖子表面表达[10]。这一家族蛋白为虫体与宿主细胞反应提供了丰富的受体
系统，有利于虫体对宿主细胞的侵袭，但也可刺激宿主引起抗速殖子的免疫应答，以
限制速殖子的急性期感染。SAG2C-D 和 BSR4（bradyzoite specific 4）只在速殖子
中表达，通过缓殖子特异性基因陷阱的筛选，发现 BSR4 基因为编码缓殖子特异表面
抗原 P36 基因，同时它也是属于 SAG1 基因家族成员[12]，与 SAG2C-D 一样，BSR4 在缓
殖子出现的早期就大量表达，这可能是由于在弓形虫期转换过程中，存在一种翻译调
控机制的作用，而呈现出基因表达型的明显改变，但虫体的遗传物质似乎未有变化。 
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